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論文内容要旨
 P～1f召mec加η属は原生生物,繊毛虫に分類され,その特徴1は一つの細胞内に2種類の核を持ち,その2
 種類の核の間に機能分化が見られることである。一方は栄養核(体細胞核)としての機能を,もう一方
 は生殖核としての機能を持っており,その大きさの違いからそれぞれ大核と小核と呼ばれている。大核
 は細胞が生存するために必要な遺伝子を発現しているが小核は遺伝子発現を行わず,次肚代に遺伝情報
 を伝えることを主な役割としている。大核と小核は生殖過程である接合時に小核が減数分裂して出来る
 半数体核のひとつずつを交換し,残っていた半数体核と融合して出来る受精核に由来する。つまり,核
 の分化が開始されるまでは両者が持つ遺伝子DNAは同じものである。しかし,核の分化過程が進行する
 と小核特異的な配列の切り出しとDNAの再編成及び遺伝子の増幅などが起こることがわかってきている。
 また,Paramec1θm属の遺伝子構造の特徴的なことは,短いイントロンが存在すること,一般的な生物に
 おいて終止コドンとして用いられているコドンTAA,TAGがグルタミンとして読まれることなどがわか
 ってきている。
 このようにPa・週・ηec1ロ田属の遺伝子構造は他の生物と異なり,非常にユニークなものと考えられるが,
 ゾウリムシ(Para∫ηeci乙'1ηc甜da'['∫η)では単離・解析された遺伝子は極めて少なく,議論をするには不十分
 な情報しか得られていないのが現状である。そこで,本研究ではP8燃ηec1ロm属の遺伝子構造についての
 知見を深めるため,P,c甜da良'mの大核に含まれる遺伝子の構造を調べた。
 第一章では,多くの真核生物において高く保存されて存在するMAPキナーゼ遺伝子ホモログの単離を
 行った。MAPキナーゼは,多様な増殖刺激によって活性化されるキナーゼとして同定され,細胞内情報
 伝達経路において細胞外からのシグナルを核内へ伝達するための一員であると考えられている。これま
 でにP.α遅'da勧ηにおける細胞内情報伝達経路について,化学的刺激に対する分泌性オルガネラのトリコ
 シストのエキソサイトーシスや,細胞に対する機械的及び,化学的刺激に対する後方遊泳を含む遊泳行
 動の変化の研究が進められてきた。しかしながら多くの生物において解析が進められているMAPキナー
 ゼカスケードについての研究は進められてはいない。そこで今回,且。釦da加1ηの細胞内でのMAPキナー
 ゼカスケード研究の第・…一歩として,その遺伝子ホモログの単離を試みた。その結果,cDNA全長1722bp,
 ゲノムDNA全長!842bpの塩基配列を決定することができた(ρcsrk-1)。また,この遺伝子には5つのイ
 ントロンがあり,第二イントロンにはミススプライシングが起こることがわかった。決定したcDNAの塩
 基配列から予想されるアミノ酸配列のホモロジー検索の結果,ρoε`k-!遺伝子はMAPキナーゼ様のセリ
 ン/スレオニンキナーゼ遺伝子であり,キナーゼ活性部位の相同性の比較からヒ1・のserhle/threollhle
 khlase9(STK-9)と似た機能を持っていることが予想された。また,対数増殖期の細胞と定常期の
 細胞内でρCSfk-1遺伝子の発現の比較をPCR反応を用いて行った結果,定常期の細胞内での発現と対数増
 殖期の細胞との問に発現量の違いが見られなかった。
 第二章では,更に異なるMAPキナーゼ遺伝子ホモログの単離を行った。解析の進んでいる哺乳類では,
 MAPキナーゼファミリーはMAPK,JNK,p38,ERK5という4種類のサブファミリー分子で構成されて
 いる。そのMAPキナーゼファミリーのうち,MAPKは最も初めに同定されたMAPキナーゼであり,増殖
 刺激で活性化することが知られている。一方JNK,p38はUV照射,熱ショック,高浸透圧などの物理化学
 的なストレス刺激で活性化することが知られている。また,ERK5も酸化ストレスなどの刺激で活性化さ
 れるが,頂L清刺激などによっても活性化されることが明らかになっており,分子的にも他のMAPキナー
 ゼファミリー分子と比較してもかなり長いC末端領域を持つことがわかっている。このように同じMAPキ
 ナーゼファミリーに属する分子でも異なった刺激に対する情報伝達経路を構成しており,Pc餌伽αmに
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 おいても同じようなMAPキナーゼファミリーが存在することが予測される。そこで,第一章で得られた
 ρc轍一1遺伝子とは異なる新たなMAPキナーゼ遺伝子ホモログの単離を試みた。その結果,cDNA全長の
 塩基配列が906bp,予想されるアミノ酸配列が30ユアミノ酸のMAPキナーゼ様遺伝子(ρ05'左一2)が得られ
 た。この遺伝子には6つの短いイントロンがあり,その位置はρcεr1(一1とは全く異なっていた。また,スプ
 ライシングが全く起こらないケースも見られた。アミノ酸配列のホモロジー検索の結果,最も高い相同
 性を示したのはPCSTK-!と同じくヒトSTK-9であり,次に相同性が高かったのはニワトリ
 KKIAMREであった。また,PCSTK-!,2とMAPキナーゼサブファミリーで系統樹を作成したところ,今
 回得られたPca[1daf['1ηのMAPキナーゼ様遺伝子はJNKファミリーに属することが示唆された。またρc5'k-2
 遺伝子の発現を対数増殖期の細胞と対数増殖期の細胞の間で比較したところ,定常期の細胞内の方が多
 く発現していることが分かった。また熱処理を与えた細胞と与えなかった細胞での発現比較を行ったと
 ころ,熱ショックを与えられた細胞内のほうがρα轍一2遺伝子の発現量は少なかった。
 第三章では,P.ca['da`ロ1ηからの2種類のキナーゼ遺伝子単離の過程でみられたミススプライシングされ
 たcDNA配列の存在から,大核においてスプライシングがどのように行われているかについての新しい
 知見を得るためにイントロン配列の解析を行った。多くの真核生物ではイントロン配列が30bp以.しであ
 り,長いものでは数千bp以上もの長さを持つものが見られている。しかし,現在までに知られている
 P三淵'ηec加η属の遺伝子内のイントロン配列はほとんどが30bp以下の長さであり,他の生物において行わ
 れているスプライソソーム集合からのイントロン除去がPa1刀mec1ロ'η属においても行われているという証
 拠はまだ得られていない、、そこで,スプライシングの間違いの起こるイントロン配列を含めたρc5舐一1,
 2の2種類の遺伝子から得られた計ll個のイントロン配列とすでにPa∫習mec1こ'1η属の多くの種類で遺伝子配
 列を明らかにしてきたグリセルアルデヒド3リン酸脱水素酵素(GAPDH)遺伝了'のイン1・ロン配列を比
 較し,その配列の特徴を調べた。GAPDHは解糖系を構成する主要な酵素の一つであり,原核生物から真
 核生物まで多くの生物にとって必須のタンパク質である。Pa1η'ηec∫と'm属のGAPDH遺伝子は且。卿da'L'm
 から初めて単離され,そのゲノム配列内にイントロンを4個含んでいることがわかっている。また
 R]1ηη1ecノ'ノη1属の他の種についても遺伝子配列が調べられている。多くの種ではイントロンが4個であるこ
 とが確認されたが,3種のa1∫百mθ01`1η1で違いが見られ,P,ρ01yo81)・【'η7では4個のイントロン中の第r1イン
 トロンが,P醇。/1∫[〃ηでは第三イントロンが,そしてPα派∫ηsノでは第二と第三イントロンが欠落していた。
 イントロンの欠落が見られた3種はPaノηη1eo1エ〃η属内で形態学的にP.απノ`1ま湘mと異なるグループに属して
 いた。また,どの種においてもイントロンは同じコドンの同じ位置に存在していた。今回,ρc訟一!,2,及
 び3種のPρ∫η1ηeo∫と"ηのGAPDH遺伝子におけるイントロン配列とその前後のエキソンの末端部分の配列の解
 析を行った。その結果,イントロン配列については長さが2!～28bpと非常に短いこと,GTIAGという
 真核生物において保存されているルールに従っていることが分かった。エキソン末端配列については3'
 末端ではAG含量が高いこと,5'末端ではAT含量が高いことが示された。また,イントロン配列直後の
 エキソン5'末端の10塩基中のAT含量平均が62%であるのに対して,ミススプライシングが起こっていた
 ρc戯一!遺伝子の第ニイントロンの正確なスプライシング部位以降のエキソン5'末端配列のAT含量が80%
 と非常に高く,イントロン配列のAT含量と差が無いことがミススプライシングと何らかの関係がある可
 能性が推測された。
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 論文審査の結果の要旨
 真核単細胞生物の繊毛虫は一つの細胞内に形態と機能の異なる2種類の核(大核と小核)を持つユニ
 ークな生物である。両核は接合でできる受精核が分裂した後,新たな大・小核に分化する。新大核では
 小核特異的DNA配列が除去されており,残りのゲノムDNAが高度に増幅されている・繊毛虫の中でも
 Te∫1芝～1?)・1了7e∫1a属の研究が進んでいるが,P餓mlec1む'1η属では遺伝子レベルでの研究が立ち後れている。特に
 日本の研究室の多くで研究材料としてきたゾウワムシ(Pc灘d`lmm)では著しく遺伝子に関する情報が不足
 している。
 本研究では,ゾウリムシからほかの多くの生物で保存されているMAPキナーゼ遺伝子のホモログであ
 りヒトSTK-9と相同性の高いpcstk-!及びpcstk-2遺伝子を単離することができた。対数増殖期と定常期にお
 ける発現をみると,pcstk-1では違いがみられないが,pcstk-2では定常期細胞での発現量が多く,ストレス
 応答性のMAPキナーゼであることと接合活性との関係が示唆された。pcstk-1は5個,pcstk-2は6個の21
 -28bpという短いイントロンを持ち,どちらもミススプライシングが見られた。そこでPa1召η1ec1正」∫η属の
 イントロンの特徴の解析のためRfef1凱'∫℃11a,1之1ηむ'1`1η11c1η11[1c1θaf[rn1をふくめたGAPDH遺伝子にある合計
 23個のイントロンの配列を比較した。その結果イントロン配列内部のAT含量がゲノムでの含量より
 もかなり高いこと,イントロン末端が多くの生物でのコンセンサス塩基配列のほか,その前後のエキソ
 ン配列がかなり限られた塩基で占められていることを明らかにし,Pa1ηmec∫こ'n1属における極端に短いイ
 ントロンの特徴を初めて捉えることができた。これらの成果はP{11芝柵ec加η属のみならず繊毛虫の遺伝子
 構造,イントロン0)除去機椎を考える上で貴重な情報を提供するものである。
 本研究の内容は,本人が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示し
 ている。したがって和田智提出の論文は,博士(理学)の学位論文として合格と認める。
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